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(§) Mfttel zur Abtrennung von Plasma Oder Serum aus Votlblut. 



,(57) Die Erfindung betriffi ein Verfahren 2um Abtrennen von 
Plasma oder Serum aus Voilbiut wobei man das Btut 
langsam durch eine Schicht aus Glasfasern mit einem 
mittleren Durchmesser von 0^ - 5 u und einer Dichte von 0,1 
- 0,5 9 cm^ sickem laBt und das ablaufende Plasma gewinnt 
wobei das Volumen des abzutrennenden Plasmas oder 
Serum hochstens 50 %, voaugsweise weniger ais 30 % vom 
Saugvolumen der Glasfaserschicht betragt, sowie Mittein zur 
Durchfuhrung des Verfahrens. 
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Mittel zur Abtrennung von Plasma oder Serum aus Vollblut 



In der Klinischen Chemie ist die Abtrennung von Serum oder 
Plasma aus Blut von uberragehder . Bedeutung, da praktisch 
nur aus diesen beiden die Analyse von gelosten Blutbestand- 
teilen storungsfrei durchgefiihrt werden kann. 

Die norniale una gebrauchlichste Form der Abtrennung von 
Serum oder Plasma von den Erythrozyten ist die Zentrif ugation. 
Diese ist jedoch insbesondere bei der Verwendung kleiner 
Probenmengen problematisch, auch ist die Trennung von uber- 
stand und Blutkuchen nicht immer einfach, so daS hierfUr 
.eine gahze Reihe von Hilfsmitteln in der Literatur zu 
finden sind, z,B. DE-AS 25 59 242. 

Von besonderer Problematik ist die Vervendung von Vollblut 
bei Schnelldiagnostica. Schnelldiagnostica sind reagentien- 
haltige saugfahige oder quel Ibare Trager, vorzugsweise aus 
Filterpapier , auf die eine geringe Kenge, z,B- ein Tropfen 
der 2u unter suchenden Fliissigkelt aufgebracht wird und bei 
denen aufgrund der iiberwiegend sehr kurzen Reaktion eine 
Farbanderung eintritt, die entweder visuell bewertet wird 
Oder remissionsphotomet.r isch ausgemessen wird. Da trlibe und 
gefarbte Losungen wie Blut die Ablesung storen, hat es 
daher nicht an Versuchen gefehlt, Schnelldiagnotica fur die 
direkte Verwendung von Vollblut zuganglich zu machen. Hier- 
bei sind z.B. zu nennen das Uber Ziehen von Testpapieren 
mit semipermeablen Membranen (US-P 3 092 465) und die Ver- 
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wendung von wasserquellbaren Filmen, in die nur die ge- 
ISsten Bestandteile des Blutes, nicht aber die Erythro- 
zyten eindringen konnen (DE-AS 15 98 153). Diese beiden 
Verfahren sind an sich brauchbar, allerdings nur bei 
Testen fur niedermolekulare Bestandteile des Blutes, wie 
2.B. Glucose Oder Harnstoff; hohermolekulare Bestand- 
teile des Blutes, wie z.B. Lipide oder die an Serum-Protein 
gebundenen Substrate wie z.B. Bilirubin, konnen auf diese 
Weise nicht bestimmt werden, weil sie nicht in der Lage 
sind, in den Film einzudringen bzw. durch die semipermeable 
Membran hindurchzugelangen . Weiterhin sind Vorschlage be- 
kannt gewcrden, diagnostische Mittel zum Abtrennen der 
Blutzellen mit Membranf iltern zu bedecken (DE-AS 22 22 951 
una DE-OS 29 22 958) . Der Nachteil dieser diagnostischen 
Mittel ist, daB durch Membranf i Iter das Blut nur sehr lang- 
sam und in geringer Menge durchdringen kann, weil sie leicht 
verstopfen und die Reaktion entsprechend lange dauert. Im 
Gegensatz zu den vorher genannten diagnostischen Mitteln, 
die bereits im Handel sind, sind "Schnellteste" der zuletzt 
geschilderten Art deshalb noch nicht im Handel erschienen. 

Aus den DE-OS 29 o8 721 und 29 o8 722 ist weiterhin bekannt, 
daB man L>Tnphozyten beziehungsweise Leukozyten aus Blut ab- 
trennen kann, wenn man das Blut iiber eine Schicht aus Kunst-- 
fasern mit mittleren Faserdurchinessern von 5 - 2oyU be- 
ziehungsweise 3 - lOyU filtriert. Da die Erythro^yten aber 
iiberwiegend mit dem Plasma durch den Filter laufen, sind 
diese Filter nicht geeignet zur Gewinnung von Plasma. Rein 
spekulativ werden dariiber hinaus Kohlenstof f asern, Glas- 
fasern und Metallfasern genannt. 



Aufgabe der Erfindung war es daher, ein einf aches Mittel 
zum Abtrennen von Plasma oder Serum aus Vollblut zu finden, 
das ohne Zentrif ugieren rasch und sicher kleine Mengen 
Blut trennt und insbesondere als Probenvorbereitung fiir 
diagnostische Zwecke geeignet ist. 

Es wurde nun gefunden, dafi die Abtrennung von Plasma bzw. 
Serum aus Vollblut schnell und einfach und in genugender 
Menge erfolgt, wenn man das Blut durch eine Schiittung aus 
Glasfasern allein oder in Mischung mit anderen Fasern stro- 
men laBt. Diese Tatsache muB umsomehr als iiberraschend an- 
gesehen werden, als in der oben erwahnten DE-AS 22 22 951 
die Verwendung von Glasf asermatten zur TUDtrennung von 
weiBen Blutzellen schon beschrieben ist, jedoch fur die 
Abtrennung der Erythrozyten die zusatzliche Verwendung von 
Membranf iltern als unbedingt notwendig gefordert wird. 

Die Erfindung ist in den Anspriichen naher gekennzeichnet . 

Die Glasfasern konnen lose gestapelt, sowie in Perm von 
Papieren, Vliesen oder Filzen, aber auch gehalten durch 
eine auSere Form in jeder cewunschten Gestalt. Verwendung 
finden. 

Die so gestalteten Glasfasern konnen als Abdeckung fiir 
eines der oben beschriebenen Schnelldiagnostica dazu dienen, 
daS dieses diagnostische Mittel, fiir dessen Verwendung bis- 
her die vorherige Gewinnung von Serum oder Plasioa notv/endig 
war, jetzt fiir die direkte Verwendung von Vollblut geeignet 
ist. 
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Weiterhin konnen mit Glasfasern gefullte Saulen, Pilter- 
nutschen oder andere geeignete GefaBe auch dazu verwendet 
werden, durch einf aches Durchlaufen von Blut Serum oder 
Plasma ohne Zentrifugation zu gewinnen und diese in geeig- 
5 neter Weise fiir diagnostische Mittel bereitzustellen, da 

das Serum bzw* Plasma schneller durch eine solche Schicht 
durchlSuft, als die Erythrozyten und Leucozyten. 

Die oben genannten Glasfasern konnen aus Fasern unterschied- 
lo lichen Durchmessers bestehen. Das Glasmaterial kann aus 

alkalihaltigem oder alkalifreiem Borosilikatglas , aber auch 
aus reinem Quarzglas bestehen. Fasermaterial aus anderen 
technischen Glasern, 2,B. borfreien Alkaliglasern, Kristall- 

glas, Bleiglas u.a. befinden sich in den notwendigen Ab- 
1^ messungen der Fasern nicht im Handel und konnten daher nicht 

untersucht werden- Es wird aber davon ausgegangen, dafi auch 
sie geeignet sind, Der mittlere Durchmesser der Glasfasern 
kann zwischen o,2yU bis etwa 5yU, vorzugsweise aber zwischen 
o,5^u und 2,5^u, insbesondere zwischen o,5 und 1,5yU, liegen. 
2o Die Faserdurchmesser konnen entsprechend der Herstellung stark 

streuen, sollten jedoch eine Obergrenze von ca, lo^u nur 
ausnahmeweise uberschreiten. Ihre Lange ist nur durch die Art 
der Stapelung begrenzt, hat aber ansonsten keinen EinflulJ. 
Je nach Art der Stapelung verden Dichten von o,1 - o,5 , 
25 iiblicherweise o,2 - o,4 g/cm^ gefunden. 

Weiterhin konnen die Glasfasern untereinander , aber auch 
mit Fasern aus anderen Materialien, vermischt werden, wo- 
durch der innere Zusammenhalt der Fasern verbessert werden 
kann. Geeignet sind z.B. synthetische Fasern wie Polyester, 
Polyamid u.a-, aber auch Fasern aus Polyethylen, Polypropylen 
und anderen nachtraglich durch Varme verformbaren Kunst- 
stoffen. Die Zusatze konnen auch hohere (lo - 20yu) Durch- 
messer aufweisen, so lange ihre Menge nicht so groft ist, 
^5 da/S sie die- Abtrennung durch die erf indungsgemaBen, f eineren 

Glasfasern beeinf lussen. 
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Weiterhin kdnnen die Glasfasern durch Zusatz von anorga- 
nischen Bindemitteln (z.B. Wasserglas) oder organischen 
Bindemittel (z.B. Polyvinylacetat , Polyvinylpropionat , 
• Polyacrylsaureester u.a.) verfestigt werden, durch die die 
Glasfasern an den Beruhrungsstellen verklebt werden. 

Besonders bevorzugt ist die Kombination der erf indungsge- 
mSBen Glasf aserschichten mit diagnostischen Mitteln, die 
ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist. 

Die Glasfasern konnen in diesen diagnostischen Mitteln auch 
Reagenzien enthalten, die die Hamolyse der Erythrozyten 
verhindern, ferner Reagenzien, die die Gerinnung hemmen oder 
fordern sowie Reagenzien, die in der Indikatorschicht be- 
notigt werden, mit den dortigen Reagenzien aber unvertraglich 
sind. Diese letzteren Reagenzien konnen naturlich auch in 
alien Schichten untergebracht werden, die zwischen Glasfaser 
und Indikatorschicht liegen. 



Den Aufbau eines solchen erf indungsgemaBen diagnostischen 
Mittels erlautert Fig. 1. Auf einer steifen (Interlage 2 ist 
die Reaktionsschicht 1 des Schnelldiagnosticums aufgeklebt. 
Dicht iiber der Reaktionsschicht ist eine dunne, fUr Fliissig- 
keiten durchlassige formstabile Trennschicht 4 aufge- 
bracht, die aus einem Netzwerk aus gewebten oder verfilzten 
Kunststof f-Faden besteht und die auf beiden Seiten der 
Reaktionsschicht *in leicht losbarer Weise auf die Grund- 
folie in der Art geklebt ist, dafi ein leicht zu fassender 
Griff 4a am ISngeren Teil der Unterlage freibleibt. Ober- 
halb der Reaktionsschicht ist nun das Glasf aserpapier 3 
aufgebracht. Dieses wird durch ein v/eiteres Netzwerk 5 in 
seiner Lage fixiert, das wie die Trennschicht 4 oberhalb urd 
unterhalb der Reaktionsschicht angeklebt ist. 

Die Reaktionsschicht 1 kann aus einem impragnierten saug- 
fahicen Tracer oder quellbarem oder porosem Kunststoff- 
filir. besteher.. Als Unterlage 2 dient vorzugsweise eine 
dickere Kunststof folie , ein fester Karton, eine Glasplatte 
Oder ein anderes stabiles Tragermater ial . 

Nach Aufbringen eines Bluttropfens 8 auf die obere Seite des 
Schneildiarnosricusis wird im Glasf aserpapier das Plasma 
von den Erythrozyten und Leucozyten abgetrennt. Das auf 
diese Weise abgetrennte Plasma gelangt liber die Trenn- 
schicht 4 in die Reakt ions zone 1 des diagnostischen Mit- 
tels, Nach einer angemessenen Zeit, in der das Plasma in 
die Reakt icr.szcne eincedrungen ist^ wird die Trennschicht 
an ihrem freien Znde ergriffen und mit dem Glasf aserpapier 
und dem Netzwerk 5 abgetrennt. Anschliefiend kann die 
Reaktionsschicht, in der nun die Nachweisreaktion statt- 
findet, visuell oder remissionsphotcmetrisch ausgewertet 
werden* 

Einen weiteren moglichen Aufbau des erf indungsgemaBen 
Schnelldiagnosticums verdeutlicht Fig. 2, wobei zusatzlich 
zu dem oben beschr iebenen Aufbau eine oder mehrere fur 



Flussigkeiten aller Art durchlSssige Schichten 6 in der 
Art . auf gebracht sind, daB sie entweder oberhalb (Fig. 2a) 
Oder unterhalb (Fig. 2b) der Glasf aserpapiere zu liegen 
kommen. Diese zusatzlichen Schichten konnen mit Reagenzien 
impragniert sein, die entweder leicht loslich sind und 
zusammen mit dem Plasma in die Reaktionszone gelangen oder 
aber weniger loslich sind und eine oder mehrere Vorstuf en 
der Nachv/eisreaktion bereits auBerhalb der endgiiltigen Re- 
aktionszone 1 ablaufen lassen. 

In Fig, 3 wird ein anderer Aufbau (Fig. 3a Seitenansicht , 
Fic. 3b Aufsicht) des erf indungsgeinaBen Schnelldiagnosti- 
cums beschrieben, bei dem das Glasf aserpapier 3 direkt auf 
die Unterlage 2 aufgeklebt ist. Auf einen Teil des Glas- 
f aserpapieres ist die Heaktionsschicht 1 aufgebracht. Auf 
den f reibleibenden Teil des Glasf aserpapieres wird das 
Blut 8 aufgetragen. Das sich in Glasf aserpapier von den 
Erythrozyten abtrennende Flasma diffundiert im Glasfaserpa- 
pier zu der Reaktionsschicht und in diese hinein. Die bei 
der Reaktion entstehenden S^eaktionsf arben konnen von der 
Oberseite des Schnelldiagnosticums beobachtet und ausge- 
wertet werden. Die Reaktionsschicht kann direkt durch Be- 
drucken oder Beschichten auf das Glasfaserpapier aufgebracht 
werden. Sie kann aber auch in Form eines ganz* oder teil— 
iiupragnierten saugfahigen Tragers auf das Glasfaserpapier 
aufgeklebt werden. 

Weiterhin kann, v/ie in Fig. 4 und Fig. 5 beschrieben, das 
erf indungsgemaBe diagnostische Mittel so aufgebaut sein, 
daB auf der Unterlage 2 zuerst ein saugfahiges Material 9 
v;ie z.B. Cellulosepapier oder ein Kunststof f vlies und 
oberhalb dieses Materials das Glasfaserpapier 3 und die 
Reaktionsschicht 1 aufgeklebt sind. Dabei kann das saug-- 
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fahige Material 9 die gleiche Flache wie die Reaktionsschicht 
einnehmen (Fig. 5) oder aber eine groBere Flache, so daB 
das Material 9 eine Flache freilaBt (Fig. 4). Das Blut wird 
auf die f reibleibende Flache des saugf ahigen Materials 
5 (Fig. 4) Oder direkt neben das saugf ahige Material (Fig. 5) 

aufgetropft und von diesein schnell auf genommen und unter 
das Glasf aserpapier gesaugt. AnschlieBend wird durch die 
Saugf ahigkeit des Glasf aserpapieres Blut durch das Glas- 
f aserpapier nach oben gesaugt, wobei die Abtrennung der 
Erythrozyten erfolgt und Plasma in die Reaktionsschicht l^ge- 
langt. Die Reaktion wire wie in Fig. 3 von der Oberseite 
des Schnelldiagnosticims beobachtet . 

Fig. 6 zeigt einen weiteren Aufbau eines fur die direkte 

15 Verv/endung von Vollblut ceeigneten Schnelldiagnosticums . 

Dieses ist so aufgebaut, caE auf der steifen Unterla^e 2 
nebeneinander eine saugf ahige Schicht 9, die z.B. aus 
einem Cellulosepapier oder aus einem cellulosehaltigen 
Kunstf aservlies besteht und eine Glasf aserschicht 3 aufge- 

2o brachz sine. Die beiden Schichren sollen einen engen Kon- 

takt aufweisen. Auf der Oberflache der saugf ahigen Schicht 9 
befinden sich die fiir das Schnelldiagnosticum notwendigen 
Nachweisreagenzien, die z.B. durch Beschichten mit einem 
offenen Film genafi DE-OS 29 10 134 aufgebracht sein konnen. 

25 Beim Auftragen des Bluttropfens auf die von der* Reaktions- 

zone entferntere Seite der Glasf aserschicht findet die 
Trennung Plasma-Erythrozyten so statt, daB zuerst das Plasma 
mit seiner Front an der Trennstelle zu der saugfahigen 
Schicht 9 anlangt und sofort von dieser auf gesaugt wird. 

3o Durch Kapillarkraf te gelanct dann das Plasma in die 

Reaktionsschicht 1,^^ sich die Nachweisreaktion z.B. durch 
eine von oben sichtbare Farbveranderung bemerkbar macht. 
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Weiterhin kann das erf indungsgemafie diagnotische Mittel 

in der in Fig. 7 beschriebenen Form hergestellt werden. 

Dabei wird das Glasfaser papier 3 auf eine Unt er lage 2 

aufgeklebt. Die Unterlage hat an der Beruhrungs- 

^ stelle ein oder mehrere Locher 1 1 • Auf der anderen 

Seite ist eine Reaktionsschicht 1 direkt oder durch 

Kleben auf das Glasf aserpapier aufgebracht. Das Blut 8 

wird so auf das diagnostische Mittel aufgebracht , 

daB es durch das Loch (oder die Locher) auf das Glas- 

lo f aserpapier 3 gelangen kann. Das im Glasf aserpapier 

abget^rennte Plasnia trifft nun auf die Reaktionsschicht 1 

und fiihrt zu der Reaktion, die visuell oder remissions- 

photometxisch an ceren Oberflache ausgewertet werden 

kann. Die Reaktionsschicht ist dabei durch eine durchsichtige Ab- 
deckschicht 7 geschiitit. 

Die Reaktionsschicht 1 kann sowohl aus einer, z.B* 
auf die Glasf aser:iiat'te auf gedruckten Schicht besrehen, 
sie kann aber auch ans einem mehrschichtigen Elezient. 
bestehen, bei dem die Schichten verschiedene Reagenzien 
2o enthalten konnen und/oder mehrere Funktionen erfullen 

.konnen^ wie z.B. in der DE-OS 29 22 958 beschrieben. 



Fig. 8a zeigt in der Seitenansicht und Fig. Bb zeigt. 
in der Aufslcht einen weiteren Aufbau eines solchen 
erf indungsgemaBen diagnostischen Mittels, bei dCTi 
die aus Glasfasern bestehende Trennschicht 3 sowie 
eine oder mehrere fur die Reaktion notwendigen Schich- 
ten 6 durch eine vorgef ertigte Form 1 2 zusammenge- 
halten v/erden. Das Blut wire hierbei auf die Seite 
des Glasf aserfilters aufgetropft. Das abgetrennte 
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Plasma gelangt anschlieBend in die Reaktionsschicht 1 
v;obei die Indikatorreaktion auf der dein Glasfaser- 
filter gegeniiber liegenden Seite visuell oder remis- 
sionsphotometrisch ausgewertet wird. 

Aus zeichentechnischen Griinden sind in einigen Figu- 
ren die verschiedenen Schichten teilv/eise mit 
einem Zwischenraum gezeichnet. In der praktischen 
Ausfiihrung liegen die Schichten aufeinander^ so 
daB Fliissigkeiten ungehindert: iibertreten konnen. 
Keiterhin sind die Reaktionsschichten 1 und 6 
querunterteilt/ vm anzudeuten, daB sie auch aus 
mehreren iibereinanderliegenden Schichten bestehen 
kSnnen. 

Die Blutabtrennung mit Mitteln gemaB Fig. 3a, 3b, 4 und 6 
laBt sich wesentlich verbessern, wenn man auf die Glas- 
faser 3 neben oder in der Reaktionsschicht 1 eine hydrophobe 
Barriere IS aufbringt, die teilweise in das Volumen 
der Glasfaser 3 hineinragt. Die Fig. 3 c, 3 d, 6 a und 
6 b zeigen diese Barriere 15 und entsprechen im iibrigen 
dem Aufbau gemalJ Fig. 3, 4 und 6. Diese Barriere 15 ver- 
hindert nicht nur, dali sich Elut 8 an der Oberflache 
der Glasfaser ruerst ausbreitet und den Indikatorbezirk 
verunreinigt , sie verbessert auch entscheidend die Trenn- 
wirkung der Glasfaser. Es kann deshalb mit relativ 
kleinen Glasf aserpapieren 5gearbeitet werden, was zur 
Folge hat, daB wesentlich kleinere Blutmengen benotigt 
werden. Die Barriere kann auf herkommliche Keise, z.B. 
aus Diisen oder mit Radern aufgebracht werden. Das hydro- 
phobe Material fur die Barriere kann z.B. ein Schmelz- 
kleber oder ein herkoinmlicher Losungsmittelkleber oder 
Wachs sein. 



Desweiteren beschreibt Fig. 9 den Aufbau einer erfindungs- 
gemafien Form, die Plasma von den Erythrozyten des Voll- 
blutes ohne Zentrif ugieren abtrennt und fiir diagnostische 
Zwecke bereitstellt , Dazu wird ein Rohr oder ein GefaB 13, 
das z.B. die beschriebene Form hat, mit den oben be- 
schriebenen Glasfasern 14 gefiillt. Das Blut 8 wird oben in 
das GefMB eingefiillt. Auf dem Weg nach unten wird nun 
durch die Glasfasern das Plasma von den Erythrozyten des 
Blutes abgetrennt. Das sich im unteren Teil des Gefafies 13 
sammelnde Plasma kann nun .z.B. durch eine "end-to-end"- 
Kapillare aufgenommen oder abgesaugt werden und direkt 
einem anderen diagnostischen Verfahren zugefiihrt werden. 

Einen anderen erf induncsge:r.a3en Aufbau beschreibt die 
Fig. 10, wobei das zur Abtrennung der Erythrozyten geeig- 
nete GefaB 13 die Form einer Kolbenspr itze aufweisen kann, 
die im unteren Teil mit Glasfasern 14 dicht gefullt ist. 
Das Blut^wird in das oben offene GefaB eingebracht. Nach 
erfolgter Jrennung von Erythrozyten und Plasna, wcbei 
das Plasma sich im unteren GefaBteil sammelt, kann durch 
Einfiihren und vorsichtiges Drficken des Kolbens 17 zuerst 
das Plasma aus dem Spritzenkarperherausgedriickt werden. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren zur Plasma-^Gevinnung kann,^ 
wie in Fig. 11 beschrieben, auch mit einem GefSS 13 durch- 
gefuhrt werden, das durch ein in einer Richtung durchlas- 
siges Ventil 16 in rv;ei. Teile getrennt ist und mit den oben 
beschriebenen Glasfasern gefullt ist. Das Blut 8 v/ird oben 
in das GefaB eingefullt* Das Plasma sammelt sich nach der 
Abtrennung von den Erythrozyten im unteren Teil des GefaBes 
und kann nun durch Zusarrjnenpressen des unteren GefMBteiles 
entleert werden. Dabei verhindert das Ventil 16, daB das 
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Plasma in den oberen, die Blutzellen enthaltenden Teil 
zuriickstromt . 

Weiterhin kann das erf indungsgemsLBe Verfahren mit einer 
Anordnung durchgefuhrt werden, die durch Fig. 1 beschrie- 
ben wird, wobei die auf die Unterlage 2 geklebte Reaktions- 
schicht 1 aus einem definiert saugenden Material besteht, 
so dafi beim Auftragen von Blut ein def iniertes Plasma- 
voliimen in die Schicht 1 gelangt. Nach dem Abtrennen der 
Schichten 3, 4 und 5 kann das Plasma^ d.h. die zu analy- 
sierende Substanz durch ein Losungsmittel eluiert werden. 
Die Elution des Plasmas und die Analyse kann sofort, aber 
auch - je nach zu analysierender Substanz - zu einem 
spateren Zeitpunkt an anderem Ort durchgefuhrt werden. 
Falls die Analyse ersr sparer durchgefuhrt werden soil, 
kann es vorteilhaft sein, das Plasma zunachst, beispiels- 
weise mit warmer Luft oder durch Gef rjerrrocknen , einzu- 
trocknen. Es ist weiterhin moglich, getrennt von dem Be- 
zirk fiir das Aufbringen der Probe, einen oder mehrere 
Bereiche vcrzusehen, die Reagenzien enthalten, so ca£ beiia 
Eluieren mit einem Lcsungsmittel das ganze Reaktionsge- 
misch gleichzeitig eluiert wird. 

Wenn die Reaktionsf arben nicht nur visuell ausgewertet 
werden seller., sondern in Remiss ionsphotometern genessen 
werden scllen, ist es zweckmafSig, die : Reakt ionsscbi c>^t 1 
mit einer Ahdpc VqcH 5 cV>t- ^ bedecken, um eine 
Verschmut 2ung der MeBanordnung 2U vermeiden. Ist die 
Reaktionsschicht 1 ein Film etwa gemaC DE-OS 29 lo 134 
Oder DE-PS 1 5 98 1 55, so ist es zweckmafSig diese direkt 
auf die i Abdeckschicht 7 zu beschichten und dann 

beide gemeinsam zu montieren. Eine mogliche Aus f uhrunp,s - 
form zeigt Fig. 5 e. Naturgema(S ist die Abdeck- 
schicht 7 auch amvendbar auf andere Ausf iihrungsf ormen , 



wie es in Fig. 7 a gezeigt ist, die im librigen dem 
Aufbau gemali Fig. 7 entspricht. 

Es hatte sich weiterhin als vorteilhaft erwiesen, An- 
ordnungen zu wahlen, bei dem die Reaktionsschicht 1 
zunachst nicht mit der Glasfaser 3 bzw. der saugfahigen 
Schicht 9 in fliissigkeitsleitender Beriihrung ist, sondern 
dafi diese Beriihrung erst dann herbeigef iihrt wird, wenn 
sich die genannten Schichten vollstandig mit Plasma bzw. 
Serum gefiillt haben. Die Vorteile dieser Anordnungen 
sind, dafJ das Plasma bzw. Serum mit der Reaktionsschicht 
1 zu einem vorher bestimmbaren exakten Zeitpunkt in Be- 
riihrung gebracht werden konnen. Ferner erfolgt diese 
Beruhrung iiber die ganze Fiache, so daft Chromatographies 
effekte, wie sie bei den vorstehenden Anordnungen ge- 
gebenenfalls auftreten konnen, ausgeschlossen sind. 
Die Tatsache, dali zwischen Aufgeben des Blutes 8 und 
Beginn der Reaktion in der Reakt ionsschichtl eine vor- 
her bestimmbare Zeit gelegt werden kann, ist von grofSer 
Bedeutung bei Reaktionen die unter besonders kontrollierten 
Bedingungen ablaufen miissen. So kann bei der Bestimmung 
von Enzymen, die bei besonders konstanter Temperatur ab- 
laufen muJ3, die Reaktion erst gestartet werden, wenn das 
diagnostische Mittel hinreichend konstant temperiert ist. 
Ebenso konnen in den Zonen von 3 und 9, in denen sich das 
Plasma sammelt, Reagenzien untergebracht werden, die den 
nachzuweisenden Stoff in zeitabhangiger Reaktion in einen 
bestimnten Zustand bringen, d.h. eine Vorreaktion ablaufen 
lassen. Ein Beispiel hierfiir ist die Aktivierung der 
Creatin-Kinase mit N-Acetylcystein. 

Fig. 12, .15 und 14 beschreiben verschiedene mogliche 
Anordnungen, wobei in Fig. 13 die hydrophobe Barriere 
15 gleichzeitig als Befestigung der Schichten ^ und 
7 dient. Die Bezeichnungen und Zusammensetzungen der 
librigen Schichten entsprechen den Fig. 3 bis 6. 



In Fig. 14 ist die Verv^endung eines hydrophoben 
Netzes 18 zwischen Reaktionsschicht 1 und Glasfaser 
3 bzw. Saugschicht 9 beschrieben. Dieses hydrophobe 
Netz schiitzt die Anordnung vor unbeabsichtigtem 
leichtem Beriihren und ISlSt den Fliissigkeitskontakt 
erst bei starkerem Anpressen eintreten. Dies tragt 
zu einer verbesserten Praktikabilitat bei. 

NaturgemaB ist es mdglich, daR die Reaktionsschicht 1 
aus 2 Oder mehreren voneinander verschiedenen Be- 
zirken bestehen kann. Diese kSnnen entweder die gleiche 
Substanz in verschiedenen Konzentrationsbereichen oder 
aber verschiedene Substanzen nachweisen, wenn die Re- 
zepturen entsprechend ausge\vahlt sind. Ferner sind aiich 
Anordnungen denkbar, bei denen gleichzeitig verschiedene 
Reaktionsschichten von dem Plasma, das aus einer Auf- 
tropfs telle herriihrt , benetz t werden . Es sind hier die 
verschiedensten Formen denkbar, langliche, kreisf ormige 
und dergleichen. 

In Fig. 15 a bis 17 b sind einige mogliche Anordnungen 
dargestellt, wobei die verschiedenen Testbezirke mit 
1 a bis 1 d unterschieden wurden und die tibrigen Be- 
zeichnungen den vorstehenden Fig. entsprechen. 

Die Blutabtrennung kann gleichfalls verbessert werden, 
wenn au£ der Glasfaser 3 an der Blutauf tropf stelle noch 
ein weiterer Glasfaserbezirk 3 a aufgebracht wird. 
Hierbei kann 3 a und 3 aus dem gleichen Material bestehen, 
es kann aber auch fur 5 a ein Material anderer Dicke, 
bzw. nit anderem Faserdurchmesser gewahlt werden. 
Fig. 18 und 19 zeigen mogliche Anordnungen, die im iibrigen 
den Fig. 5 und 12 entsprechen. 



In den folgenden Beispielen soil die Erfindung naher 
erlautert werden: 



Beispiel 1 



Cholester in-Test streif en 

0,117 g Methylhydroxypropylcellulose 

(Culminal MHPC 8000) 

7,000 g Titandioxid 

0,138 g KH^PO^ 

0,479 g Na2HP0^ • H2O 

3400 U Cholesterinesterase 

5000 U Cholesterinoxidase 
4 

7-10 U Peroxidase 

0,47 6 c Nat-riundioctylsulf osuccinat 

•werden in 70 ml VJasser gelost. Dann werden nacheinander 

14,0 g Cellulose 
8,4 g Polyvinylpropionat-Disper sion 

homogen eingearbeirer. Z^j^letizt. wird 

0,66 g 5,5 ' , 5, 5* -Tetramethylbenzidin gelost in 
1,6 ml Acer on 

zugegeben* Dieser Ansatz .wird etwa 300 dick auf eine 
glatte Kunststof f olie beschichtet und nach dem Trocknen be 
60^ C - 70^ C in 6 mm breite Streifen geschnitten, Diese 
Streifen werden anschlieBend zusammen mit einem 60 star 
ken Netzwerk aus Nylon und einem ebenf alls in 6 mm breite 
Streifen geschnittenen Glasf a ser papier (Glasfaser filter 
Nr. 3362 von Schleicher & Schull , Papierdicke o,47 n:n , 
Uicnte OjZy g/cnT^, mittlerer Faserdurchmesser ca.2,^u) 
auf eine Polyesterfolie geklebt. Anschl iefiend wird sie in 
6 mm breite Streifen zerschnit ten . 



- 1.5 - 



Betupfelt man die Oberseite des Teststreif ens mit 40 ^ul 
Blut und entfernt nach 1 Minute das Glasf aserpapier mit 
dem restlichen Blut zusammen mit dem Netzwerk durch Ab- 
reiBenr dann bildet sich innerhalb von 3 Minuten auf 
5 dem Testbezirk eine Reaktionsf arbe , die derjenigen ent- 

spricht, die man erhalt, wenn anstelle des Blutes mit dem 
abzentrifugierten Plasma des gleichen Blutes getiipfelt 
wird. 



Beispiel 2 

Cholester in-Test 

0,4 5 g KU^PO^ 

1,55 g Na^HPO- • H^O 

15 \ 2 4 2 

1,5 X 10* U Cholester inesterase 

4 

1 X 10 U Cholester inoxidase 

3 X 10^ U Peroxidase 

2,0 g Na-Dioctylsulf osuccinat 

5,9 g Natrium-^Alginat (Algi-oon) 

2o 

werden in 250 ml Wasser gelSst, dann werden noch 

2,0 g 3,3 ' ,5,5'-Tetramethylbenzidin 

25 

gelost in 1 5 ml Aceton dazugegeben. AnschlieBend werden 
noch 



20, O g Kieselgur 

3o 

homogen verteilt. Diese Reaktionsmasse wird in 6 mm breiten 
Streifen mit einer Siebdruckmaschine (Gewebe : 190 ^u) auf 
ein Glasf aserpapier ' (z.B. das Glasf aserfilter Kr. 85/90 von 
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lo 



15 



Macherey, Nagel & Co.) in der im Beispiel 1 beschriebenen 
Form aufgebracht. Das bedruckte Glasf aserpapier wird bei 
60^ C - 80° C getrocknet und so in 1 2 nun breite Streifen 
geschnitten, daS die bedruckte Reaktionszone die eine Halfte 

des Streifens ausmacht . Dieser Streifen v;ird auf das Ende 

J- T . , 1 r_ diese.auer zu, den^Glasf aserpaoieren 
einer Polyesterf olie geklebt una/m 6 mm breite Srreiren * 

geschnitten. Wenn nun auf die der Reagenzschicht abgewen- 

deten Kante des unbeschichteten Glasf aserpapieres 40 ^ul 

Blut aufgetropft v/erden, diffundiert das Plasma unter die 

Reaktionszone. Diese nimmt in Abhangigkeit von der 

Cholesterinkonzentration des Elutes eine unter schiedlich 

stark gefarbte blaue Reaktionsf arbe an. Die Intensitat 

der Reaktionsf arbe entspricht derjenigen, die man erhalt, 

wenn man anstelle des Elutes mit dem aus dem gleichen Blur 

cevcnnenen Serum oder Plasma tupfeit. 

In gleicher Weise konnen auch die in der folgenden Tabelle 
1 aufgefuhrten Papiere verwendet warden. 



2o 



25 



Tabelle 1 



Glasfaserfilterpapiere zur Plasmaabtrennung 



Hersteller Typ 



Faser- 

durch 



mittl. 
Faser- 
, durch- 



Flachen- 
ge\%dcht, 
messer {f^-)^^^^^^ ^^^^ Cg/m ) 



Papier 
Dicke, 



Dichte 



^5^cher\' & 

Nagei ' 85/9o BF 2-9 

Nuclepore P 5oo 1-5 

5o Schleicher 

& Schull Nr. 9 5-4 

Schleicher 

& Schull 5562 1-7 



1,5 
5,4 
2,5 



87 
25 

67 

127 



55o 
89 

269 

472 



o,Z75 
0,247 
o,269 



55 



Beispiel 3 

Cholester intest 

Eine Reagenzienmasse , bestehend aus 



16,0 g Cellulose M+N Ac 10 

86,0 g einer 0,2 %igen Losung von 

Methylhydroxypropylcellulose 
(Culminal MHPC 8000) 
0,32 g Netzmittel (Marlon) 

0,68 g .Netzmittel (Na-Dioctylsulf osuccinat) 

12,0 g Polyvinylpropionat-Disper sion 

(Propiofan 70 D) 

0,48 g Tetramethylbenzidin 

10,0 g Titandioxid 

S600 U Cholesterinesterase 

7200 U Cholesterincxidase 
4 

1,04 X 10 U Peroxidase 

0,01 g Gallussaure 

vrird in einer Dicke von 0,2 huti auf ein hydrophobes Poly- 
estervlies (Reemay 2033 von Du Pont) beschichtet und bei 
60^ C getrocknet. Anschlie3er.d vrerden ein 6 mia breiter 
Srreifen dieser Beschichrung ur.d ein 12 mm breiter Strei- 
fen eines Glasfaserf liters (z.B* das Filter 3362 von 
Schleicher & Schiill) so nebeneinander auf einen festen 
Plastikstreif en geklebt, da5 das Glasf aserf ilter sehr eng 
an das beschichtete Vlies anstcft. Vvenn von diesen Plastik- 
szreifen quer 6 nn breite Streifen abgeschnitten werden, 
dann erhalt man Teststreif en, bei denen nach Auftropfen 
von ca. 50 ^ul Vollblut auf die vom Reagenzienvlies ent- 
fernte Seite des Glasf aserf liters nach kurzer Zeit nur 
reines Plasma in das Reagenzienvlies ubertritt und zu 
einer blauen Reaktionsf arbe fiihrt, deren Intensitat mit 
der Konzentration des Cholester ins im Blut zunimmt. 
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Beispiel 4 



Separate Plasmagewinnung 

5 

Ein sich nach unten konisch verjiingendes Kunststof f gefafS 
(die Kunststof fspitze einer Kolbenhubpipette, LSnge 5 cm, 
Dicke o,5 cm) wird zu 2/3 mit Glasfasern gemalX der folgenden 
Tabelle 2 locker gefullt, wobei Schuttdichten von o, 1 - o,4 
1o g/cm erhalten warden- Nachdem der obere freie Teil mit Blut 

gefullt %mrde, diffundiert das Serum in die Gef aftspitze . 
Von dort kann eine ''end-to-end'^-Kapillare mit 1 S^ul Inhalt 
durch Heranfuhren an die Pipettenspitzenof f nung gefullt 
werden. Das auf diese Keise gevcnnene Plasma kann nun direkt 
15 jedem beliebigen analytischen Verfahren zugefiihrt werden. 
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Beispiel 5 



Effekte einer hydrophoben Barriere 

Zur Verdeutlichung der Effekte einer hydrophoben Barriere 

15 , wurden Vorr ichtungen gemalX Figur 14 hergestellt, die 
aus einer durchsichtigen Polycarbonat-Tragerf olie 2 von 
6 Jiun Breite und o,3 mm Dicke, einer 9 x 6 mm groBen saug- 
fahigen Schicht 9 aus o,o9 mm dickem Glasfaserpapier , 
einem hydrophoben Nylonnetz 18 von o,o75 mm Dicke und 
einer transparenten Abdeckfolie 7 abgedeckt sind. 
In saugfahigem Kontakt mit der Schicht 9 ist ein Glas- 
faserpapier 3 auf dem Trager befestigt, das aus Glas- 
faserpapier (Schleicher & Schiill, Nr. 3362, Dicke o,47 mm) 
von 6 mm Breite und der in der folgenden Tabelle angegebenen 
Lange besteht. Jewells eine Halfte dieser Vorrichtungen 
wird an der Beriihrungsstelle zvischen den Schichten 3, 9 
und 18 mit einer etwa 2 mm breiten o,1 mm dicken Barriere 
15 aus Paraf f inwachs versehen. 

Zur Ermittlung der Plasmagewinnung werden auf die Mitte 
des Glasf aserpapieres 3 die in der folgenden Tabelle 3 
angegebenen Blutmengen aufgetragen und nach 5o Sekunden 
die Benetzung der saugfahigen Schicht 9 sowie gegebenen- 
falls eine Obersattigung (Eindringtief e der Erythrozyten 
in die Schicht 9) bestimmt.Die Ergebnisse der Tabelle zeigen, 
daC durch die hydrophobe Barriere die Trennung verbessert 
und eine vollstandige Sattigung erreicht vird, so dalS 
man bereits mit sehr kleinen Blutvolumina , beispielsweise 
mit Kapillarblut aus der Fingerbeere, einen solchen Test 
durchfiihren kann. Die Versuche ^oirden jeweils funffach 
durchgefiihrt und die Ergebnisse gemittelt. 



- Schicht 9 
"iere 

Blut 


CsJ 00 
1— CM ^ 

♦ 


to f— 

CM to 


O O ro 


^ouale Benetzung dei 
ohne Hydrophob-Ban 

Plasma 
X n = 5 


CM ho 
00 


CNJ 

oo oo 


CM o 
CTv o 


?r Schicht 9 
'iere 

Blut 
X n = 5 


o o o 


o o o 


O O O 


J-l 

CS 
C 1 

r; ^ 
N o 

o c 

>s c: 


cz c. 
OC c*. c. 


w c o 

cc C O 


S c> c 
crv c c 


O O 
E 

73 ^ ^ 

i-. o — 

.& > ^ 

4^:2' — ' 
o ^ 


LTi O LTS 

CM ro 


C% LT. -.— 

fsi ro ^ 


to 


Abincssungcn 
des Clasfaser- 
vlieses (5) 


»< 

vO 




X 
OC 



Bezugszeichenliste 

1 Reaktionsschicht 

2 Unterlage 

3 Glasf aserpapier/Glasfaserschicht/Trennschicht 
3a Glasfaserbezirk 

4 Trennschicht 
4a Griff 

5 Netzwerk 

6 durchlassige Schicht 

7 duTchsichtige Abdeckschicht 

8 Bluttropfen/Blut 

9 saugfahiges Material/Schicht 

1 1 Locher 

12 vorgef ertigte Form 

13 GefaiS 

14 Glasf asern 

15 hydrophobe Barriere 

16 Ventil 

17 Kolben 

18 hydrophobes Netz 



Anspruche 

1 . Mittel zur Abtrennung von Plasma oder Serum aus Voll- 
blut, bestehend aus einer Schicht aus Glasfasern mit 
einem mittleren Durchmesser von o,2 - 5yU, vorzugs- 
weise o,5 - 2,5^u, insbesondere o,5 - 1 , 5^u und einer 
5 Dichte von o,l - o,5 g/cm^, wobei das Volumen des ab- 

zutrennenden Plasmas oder Serums hochstens So ^d,vor- 
zugsweise weniger als 3o % vom Saugvolumen der Glas- 
faserschicht betragt. 

To 2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB 

den Glasfasern synthetische organische Fasern beige- 
luischt Oder diese durch anorganische oder organische 
Bindemittel verfestigt bzw. miteinander verklebt sind. 

15 3. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daS 

die Glasfasern in einer Saule geschichtet sind und am 
Kopf der Saule die Aufgabe fiir das Blut und am Ende 
die Abnahme fiir das Plasma vorgesehen ist. 

2o 4. Mittel nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , daB 

unterhalb der Glasf aserschicht ein Ventil und darunter 
ein Zwischenspeicher fur das Plasma vorgeseher. isz, 
aus dem das Plasma durch Komprimieren ausgetrieben 
werden kann. 

25 

5. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daS 
die Glasf aserschichr aus einem Glasf aserpapier oder 
Glasf aservlies besteht und Teil eines diagnostischen 
Mittels fiir den Nachv/eis von Inhaltsstof f en des Plasmas 
5o ist. 

€• Mittel nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , daB 
die Glasf aserschicht die oberste Schicht eines mehr- 



35 



schichtigen diagnostischen Mittels ist, welches auf 
einein inerten Trager befestigt ist. 

Mittel nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet , daB 
die Nachweisreaktion in der unteirsten Schicht ablauft 
und durch den Trager analysiert wird. 

Mittel nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet / daB 
die Glasf aserschicht una gegebenenf alls weitere 
Schichten iiber eine ablosbare Schicht mit der Reak- 
tionsschicht verbunden sind und nach dem Durchtreten 
des Plasnas bzw. nach Ablauf der Reaktion mit der ab- 
losbaren Schicht zusarjnen entfernt werden. 

Mittel nach Anspruch S, dadurch gekennzeichnet, daB 
die ablosbare Schicht ein Netzwerk ist, welches neben 
der Reaktiohsschicht mit dem Trager verbunden ist. 

Mittel nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Reaktion.sschich* auf einem Teilbereich der Glas-- 
faserschicht in saugfahigem Kontakt aufgeklebt oder 
aufgedruckt ist und das Blut auf den anderen Teilbereich 
aufqebracht wird, 

Yerfahren zum Abtrennen von Plasma oder Serum aus Voil- 

blut, dadurch gekennzeichnet, daft man das Blut langsam 

durch eine Schicht aus Glasfasern mit einem mittleren 

Durchmesser von o,2 - 5/U und einer' Dichte von o,1 - 
3 

o,5 g/cm sickern laSt und das ablaufende Plasma 
gewinnt, Kobei das Volumen des abzu trennenden Plasmas 
Oder Serum hochstens So o, vonrugsweise weniger als 
5o 0 vom Saugvolumen der Glasf aserschicht betragt. 

Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB 
man das ablaufende Plasma direkt in ein diagnostisches 
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Mittel einbringt. 

Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , dafl 
man das ablaufende Plasma in einem saugfahigen Trager 
auffangt und trocknet und ziom Nachweis der Inhalts- 
stoffe eluiert. 
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